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加えて細胞外の endo 型の sulfatase により酵素的修飾を受けることで、細胞環境に応じ
たヘパラン硫酸構造を維持している。endo 型の sulfatase には Sulfatase1 (Sulf1)、
Sulfatase2 (Sulf2)の 2 つのサブタイプが存在し、糸球体内には Sulf1 と Sulf2 の発現を認
めるため、Sulf1、Sulf2 は腎臓糸球体の恒常性維持に関与すると推察した。最初に、Sulf1-/- 
マウス (Sulf1 SKO マウス)、Sulf2-/- マウス (Sulf2 SKO マウス)、Sulf1-/- ; Sulf2-/- マウス 
(DKO マウス) を用いて糸球体構造と腎臓機能を分析したが、Sulf1 SKO マウスと Sulf2 
SKO マウスの形質変化はわずかであったため、主に Wild type (WT)マウスと DKO マウ
スを比較した。低頻度ながらも DKO マウスではメサンギウム細胞増殖とメサンギウム
基質増加、基底膜の不整像(Out pocket: OP)、腎臓機能障害を認めた。特に DKO マウス
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のメサンギウム領域異常が明らかであったため、Sulf1、Sulf2 はメサンギウム細胞の分
化、増殖、生存に関与する Platelet derived growth factor-B (PDGF-B)や Vascular endothelial 
growth factor (VEGF)、Transforming growth factor- (TGF-)の細胞間シグナル伝達を制御
していると考えた。in vivo のヘパラン硫酸構造を保持した糸球体をマウスから単離、培
養し、成長因子刺激実験を行い細胞内下流因子(Akt、Erk、Smad2/3)のリン酸化を Western 





Sulf2 の影響を検討した。Streptozotocin(STZ)で誘導した糖尿病発症 WT マウスでは糸球
体内 Sulf1、Sulf2 mRNA 発現量が共に増加していた。このことから、Sulf1、Sulf2 は高
血糖環境下の糸球体メサンギウム領域に対し保護的に作用していたと考えられる。、さ
らに糖尿病発症にともない、WT マウスでは糸球体内で成長因子のシグナル活性化を示
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【参考 1: 正常糸球体構造】                          
上図: ロビンス基礎病理学 第 8 版と Cecil textbook of 
medicine より改変して掲載。                          
下図: Rizaldy P et al. J. Cell. Biol 209:199-210, 2014 Figure 
1 より引用して掲載。    
MC: Mesangial cell (メサンギウム細胞)、Pod: Podocyte (ポド
サイト)、GEC: Glomerular endothelial cell (糸球体血管内皮
細胞)、PEC: Parietal epithelial cell (ボウマン嚢上皮細胞)、 
BS: Bowman’s space (ボウマン嚢腔)、PT: proximal tubules 
(近位尿細管)、DT: Distal tubules (遠位尿細管)、AA: afferent 
arteriole (輸入細動脈)、EA: efferent arteriole (輸出細動脈) 。 
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糸球体構成細胞の分化過程や成熟後の恒常性維持、病変形成には糸球体構成細胞間の 
PDGF-B (12-25) や VEGF (25-34)、Fibroblast growth factor-2 (FGF2) (14-16, 25, 35)、
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糸球体の構成細胞表面や細胞外マトリックスに、細胞外マトリックス型分子である



















N-スルホトランスフェラーゼによる脱アセチル化と N-硫酸化、グルクロン酸 C-5 エピ
メラーゼによるグルクロン酸からイズロン酸への異性化、ヘパラン硫酸 2-o -、6-o -、3-o-
硫酸転移酵素による硫酸化が逐次行われるため、ヘパラン硫酸の硫酸化パターンにかな
りの多様性が生まれる(44)【参考 3】。1 本のヘパラン硫酸糖鎖には 1～2 か所、ヘパラ
ン硫酸の二糖繰り返し配列のうち、2 位、N 位、6 位が硫酸化され 3 つの硫酸基による
強力な陰性荷電を帯びた三硫酸化二糖を多く含む S 領域が存在する【参考 4】。ヘパリ
ン結合性分子はヘパラン硫酸の S 領域と結合すると考えられている【参考 5】。 
【参考 2: 正常時と異常時の糸球体基底
膜組成の変化: David B. Mount 
(2008)、Molecular and Genetic Basis of 
Renal Disease、ELSEVIER 
SAUNDERS、Figure 21-4 より引用して
掲載】     
GAG side chain : Glycosaminoglycan side 
chain。 
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【参考 3: ヘパラン硫酸糖鎖の構造: 桝正幸、蛋白質 核酸 酵素 Vol. 53 No. 4 (2008) 図
2 を引用】 
 
【参考 4: ヘパラン硫酸構造: 桝正幸、蛋白質 核酸 酵素 Vol. 53 No. 4 (2008) 図 1 を改
変し掲載】 
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【参考 5: ヘパラン硫酸と相互作用するタンパク(ヘパリン結合性分子): 内村健治、
生化学 83 巻、 216-223、2011 より引用して掲載】 




酸化する endo型酵素として Sulf1、Sulf2の 2つのサブタイプが同定された(42-44, 48-50)。
これらの酵素活性に対する至適 pH は 6 以上で認められるようになり最も酵素活性が高
くなるのは pH 7(中性)であることから(48)、この酵素が細胞外で作用することを強く支
持していた。 
Sulf1、Sulf2 は共にヘパラン硫酸の繰り返される糖鎖配列のうち 2 位、N 位、6 位が
硫酸化された三硫酸化二糖の 6 位の硫酸基を脱硫酸化する酵素であるが、単独の三硫酸
化二糖とは酵素的反応を示さず、5 回以上連続した三硫酸化二糖に対してのみ高い酵素
活性を示す(48)。したがって、Sulf1、Sulf2 の基質は主に S 領域であると考えられる。








(Wnt) (51)と FGF でみられる様に成長因子と受容体との結合が弱まり受容体活性化が減
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【参考6: Wnt シグナル伝達におけるSulf1, Sulf2の役割: Nobuaki Maeda (2007), Neural 
Proteoglycans 2007, Research Signpost , P109 Figure 5 より引用して掲載】        
SulfFP: endosulfatase、ECM: extracellular matrix、HSPG: heparan sulfate proteoglycan         
                
【参考 7: FGF シグナル伝達における Sulf1,Sulf2 の役割: Nobuaki Maeda (2007), Neural 
Proteoglycans 2007, Research Signpost , P110 Figure 6 より引用して掲載】    
SulfFP: endosulfatase、FGF: fibroblast growth factor              
FGFR: fibroblast growth factor receptor、HSPG: heparan sulfate proteoglycan   
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Sulf1、Sulf2 は腎臓糸球体内に発現しているがその役割の多くは未解明であったが、








ら、in vitro で in vivo のヘパラン硫酸構造を正確に再現することやその機能を評価する
ことは極めて困難である(57-59)。このことから糸球体内における Sulf1、Sulf2 の役割を
分析するためには、Sulf1 SKO マウス、Sulf2 SKO マウス、 DKO マウスの詳細な分析が
有用であると考えられる。 
















【参考 9: ヒト糖尿病性腎症のメサンギウム病変: Dove press 7: 316-381, 2014 より引用】 
A: ヘマトキシリンエオジン染色、 B: Periodic acid-Schiff reagent 染色、黄色矢印: 限局
性の糸球体メサンギウム基質増加 (Kimmelstiel-Wilson 結節) 
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高容量 STZ 投与モデルマウス 
 
【参考 10: STZ 200mg/kg Body weight 単回投与モデルの糸球体構造変化: Sugimoto H et 
al. Nature Medicine 1: 396-405, 2012.より引用して掲載】 PAS: Periodic acid-Schiff reagent)。
メサンギウム増殖病変が出現しているが、結節病変は認められない。 
中容量 STZ 投与モデルマウス 
    
【参考 11: STZ 100mg/kg Body weight 3 連日投与モデルの糸球体構造変化 (薬剤投与後
6 週目): Wang A et al. Am J Physiol Renal Physiol 293: 1657-1665, 2007.より引用して掲載】
軽度のメサンギウム増殖病変を認めた。 
非糖尿病             糖尿病 
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4．対象と方法                                                               
実験動物 (成獣マウス)                                   
(ⅰ)  Sulf1-/-、Sulf2-/- 成獣マウスの遺伝的背景                                                             
定法に従い 129/Ola 由来胎生幹細胞を用いて作製した Sulf1+/- マウスと Sulf2+/- マウス




(DKO)マウスは出生日中にほとんど死亡した(49)。N5 世代の Sulf1-/-; Sulf2+/- マウ
スあるいは Sulf1+/-; Sulf2-/- マウスを ICR/CD1 マウスと 1 回交配して Sulf1+/-; Sulf2+/- マウ
スを作製した(N1)。この Sulf1+/-; Sulf2+/- マウス同士を交配することで Sulf1-/-; Sulf2-/- 
(DKO)マウス(N1)を作製した。また、Sulf1+/-; Sulf2+/- マウス(N1 と N5 世代マウスを交配
して(N2)、Sulf1+/-; Sulf2-/- マウスと Sulf1-/-; Sulf2+/- マウスから Sulf1-/-; Sulf2-/- (DKO)マウ
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(ⅱ) 糖尿病性腎症モデルマウスの作製                              
文献(37, 61)を参考に STZ の 1 回投与量を 100 mg/kg mouse body weight へ減らして、で
きる限り細胞毒性を弱める工夫をした。生後 2 月齢のマウスに Streptozotocin (STZ; 
Sigma-Aldrich, St Louis, USA) を腹腔内投与することで 1 型糖尿病を発症させた。-20℃
保存の STZ を使用時に氷上へ移し、0.2 ml の 10 mM クエン酸ナトリウム溶解液(pH 4.5)
へ溶解しSTZ投与量が 100 mg/kg mouse body weightとなるよう調製した。27G針(Terumo, 
Tokyo, Japan)を取り付けた 0.5 ml ツベルクリンシリンジ(Terumo, Tokyo, Japan)を用いて
マウス右下腹部から腹腔内へ STZ を投与した。STZ 腹腔内投与は連続 3 日間行った。
コントロール群では 0.2 mlの 10 mMクエン酸ナトリウム溶解液(pH 4.5)を STZと同様に
連続 3 日間投与した。糖尿病発症を確認するために薬剤投与後 2 週時点で随時血糖値を
測定した。随時血糖値は吸入麻酔薬(イソフルラン：プロピレングリコール＝3 : 7)を使
用してマウスを鎮痛鎮静状態にしたのち、採取した尾静脈血の血糖値を Glucose pilot 
system (Aventir Biotech, LLC, Carlsbad, USA)を用いて測定した。STZ 投与群のうち随時血
糖値が 220 mg/dl 以上であったマウスを糖尿病発症マウスとして実験に使用した。糖尿
病発症マウスでは多飲多尿が認められ飼育ケージの環境維持目的に頻回にケージ交換
を行い、薬剤投与後 8～18 週時点でマウスの蓄尿検査と血液採取、組織採取を行った。 
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Creatinine 測定は外部機関である SRL Inc (Tokyo, Japan)へ依頼した。採血後速やかに、
ピンセットの先端で右心房を右心室から剥離して脱血路を確保し左心室へ 23G 翼状針
(Terumo, Tokyo, Japan)を穿刺した。腎臓と肝臓の脱血が確認できるまで 1×Phosphate 
Buffered Saline (PBS)を還流した後、1×PBSに溶解した 4％パラホルムアルデヒド溶液（約
50 ml／匹）を還流した。摘出腎臓を 4％パラホルムアルデヒド溶液へ投入して 4℃の冷
蔵庫内で約 12 時間の後固定を行った。パラフィンブロック作製は組織標本作製室へ依
頼した。凍結ブロックは後固定後の摘出腎臓を 10％スクロース溶液と 20％スクロース
溶液内で各 12 時間振とうした後、O.C.T. compound (Sakura finetek,, Tokyo, Japan)で包埋
して液体窒素で急速に凍結してから‐80℃で保存した。マウス腎臓検体の採取方法は、
電子顕微鏡用の検体も含めて後述する (組織化学染色用検体: 21 頁、免疫染用検体: 21
～26 頁、電子顕微鏡用検体:26 頁、In situ hybridization 用検体: 27 頁)。 
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組織化学染色                                
(ⅰ) Periodic acid-Schiff reagent 染色、Periodic acid-methenamine silver 染色                                                                 
筑波大学組織標本作製室へ、パラフィンブロックからの薄切切片作製と periodic 





糸球体血管係蹄の面積を Lumina vision system (Olympus, Tokyo, Japan)を用いて測定し、
その平均値を算出した。 
免疫染色―酵素抗体法                                                                                                          
(ⅰ) Platelet derived growth factor-B(PDGF-B)染色                                        
(ⅱ) Platelet derived growth factor receptor-(PDGFR-染色                                                                                                                
パラフィンブロックから 2 m の薄切切片を作製して、キシレン、エタノールによる脱
パラフィン後、10 mM クエン酸緩衝液(pH 6.0)で満たした圧力釜へ移し密閉した状態で
電子レンジによる煮沸を 5 分間行った。自然冷却後に室温で 10 分間、メタノール
(99.8 ％)に溶解した 3％過酸化水素溶液でペルオキシダーゼブロックを行い、引き続き
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室温で Avidin / Biotin blocking kit (Vector Laboratories, Burlingame, USA)を用いて Avidin
と Biotin のブロックを各 30 分間行った。プロテインブロックはヒストファイン SAB-PO
キット(Nichirei, Tokyo, Japan)を使用し、動物種は PDGF-B では 10％正常ヤギ血清、
PDGFR-beta では 10％正常ウサギ血清をもちいて室温で 1 時間実施した。 一次抗体は
1×PBS を用いて抗 PDGF-B 抗体(1 : 50)、 抗 PDGFR-β 抗体(1 : 40)、 抗 α-smooth muscle 
actin (SMA)抗体(1 : 100) へ希釈してから、4℃の湿潤な湿箱内で約 20 時間インキュベー
トした。ビオチン化二次抗体(ヒストファイン SAB-PO キット;  Nichirei, Tokyo, Japan)
と組織切片を室温で 1 時間インキュベートしたのち、ペルオキシダーゼ標識ストレプト
アビジン（ヒストファイン SAB-PO キット）と室温で 30 分間反応させた。1×PBS でよ
く洗浄した後に Diaminobenzidine(DAB)溶液(K3468; Dako, Tokyo, Japan)を滴下して発色
させた。核染色にはヘマトキシリン染色を用いた。なお、上記行程の各ステップで 1×PBS
洗浄を十分行った。一次抗体、二次抗体の詳細は表 2 に記載した。 
(ⅲ) -smooth muscle actin(-SMA)染色                             
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12時間反応させた。ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(ヒストファインSAB-PO
キット）を 2 滴滴下して室温で 30 分間反応させた。1×PBS でよく洗浄後に DAB 溶液
(K3468; Dako, Tokyo, Japan)を滴下して発色を確認した。核染色にはヘマトキシリン染色
を用いた。なお、上記行程の各ステップで 1×PBS 洗浄を十分行った。一次抗体と二次
抗体の複合体は、0.5 l 抗SMA 抗体と 24.5 l ビオチン化した抗 mouse 二次抗体(ヒ
ストファイン SAB-PO キット)を室温で 1 時間反応させ、次に 50 l の 10 ％マウス血清
(ヒストファイン SAB-PO キット; Nichirei, Tokyo, Japan)を加え室温で 1 時間反応させ、
一次抗体と二次抗体の複合体を作製した。一次抗体、二次抗体の詳細は表 2 に記載した。 
(ⅳ) CD68 染色                                                      
凍結ブロックから 5 m の薄切切片を作製して、1×PBS でコンパウンド洗い流した。
凍結切片を室温で 10 分間かけてアセトン固定後に、アビジンとビオチンのブロッキン
グ (Vector Laboratories, Burlingame, USA)を室温で各 30 分間、10%正常ヤギ血清(ヒスト
ファインSAB-POキット; Nichirei, Tokyo, Japan)によるプロテインブロックを室温で 1時
間行った。 1×PBS を用いて希釈した抗 CD68 抗体(1 : 2000)を切片上に滴下して 4℃の
湿潤な湿箱内で約 12 時間インキュベートした。ニチレイ社のビオチン化二次抗体(ヒス
トファイン SAB-PO キット)と室温で 1 時間インキュベートした。室温で 5 分間メタノ
ール(99.8 ％)に溶解した 3％過酸化水素溶液に浸して、ペルオキシダーゼブロックを行
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った。ペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン(ヒストファイン SAB-PO キット; 
Nichirei, Tokyo, Japan)と室温で 30 分間反応させたのち、1×PBS でよく洗浄後に DAB 溶
液(K3468; Dako, Tokyo, Japan)を滴下して発色を確認した。なお、上記行程の各ステップ
で 1×PBS 洗浄を十分行った。ポジティブコントロールには糸球体内へのマクロファー
ジや単球浸潤が報告されている Low-density lipoprotein receptor deficiency (LDLR −/−) mice
の腎臓組織を使用した。核染色にはヘマトキシリン染色を用いた。一次抗体、二次抗体
の詳細は表 2 に記載した。 
 (ⅴ) Collagen type VI 染色                            
パラフィンブロックから 2 m の薄切切片を作製して、キシレン、エタノールで脱パラ
フィン後、Proteinase K 溶液 (0.1 g/l Proteinase K (Wako, Tokyo, Japan)、5×10-3 M 
Tris-HCl (pH 7.5)) と 37℃、10 分間反応させてから、室温で 30 分間メタノール(99.8％)
に溶解した 3％過酸化水素溶液でペルオキシダーゼブロックを行った。プロテインブロ
ックはヒストファイン SAB-PO キット(Nichirei, Tokyo, Japan)の 10％正常ヤギ血清を使
用して室温で 30分間反応させた。一次抗体は 1×PBSを用いて抗Collagen type VI抗体(1 : 
50)へ希釈してから、4℃の湿潤な湿箱内で約 12 時間インキュベートした。Dako Envision 
system-HRP 試薬(Dako, Tokyo, Japan)と室温で 30 分間反応させたのち、1×PBS でよく洗
浄後に DAB 溶液(K3468; Dako, Tokyo, Japan)を滴下して発色を確認した。。核染色にはヘ
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マトキシリン染色を用いた。なお、上記行程の各ステップで 1×PBS 洗浄を十分行った。
一次抗体の詳細は表 2 に記載した。 
免疫染色―蛍光抗体法                                                                   
(ⅰ) CD31 染色                                                
凍結ブロックから 5 m に薄切した凍結切片を作製し、1×PBT (Phosphate Buffered Saline, 
0.1% Tween 20)内で 30 分間静置した後、室温で 1 時間 10％正常ヤギ血清(ヒストファイ
ン SAB-PO キット)とインキュベートしてから、1×PBT で希釈した抗 CD31 抗体(1 : 100)
と 4℃で約 12 時間反応させた。二次抗体は 1×PBT で希釈した抗 rat IgG-Alexa 568 (1 : 
100)を使用して暗所、室温で 1 時間反応させたのち、水溶性封入剤（Mount-quick aqueous, 
Daido sangyo, Tokyo, Japan）で封入して観察を行った。すべての行程間で 1×PBT 洗浄を
十分に行った。一次抗体、二次抗体の詳細は表 2 に記載した。 
(ⅱ) AO4B08 染色                                                                       
文献(49, 62)を参考にして染色を行った。高硫酸化ヘパラン硫酸の検出のために凍結腎
臓標本を作製した。頸椎脱臼後に採取した 1.5～2 月齢マウスの腎臓を液体窒素により
冷却されたイソペンタン内へ投入した。その後、液体窒素で満たされた 15 ml チューブ
へ急速に凍結した腎臓を投入して、さらに 1 時間かけてゆっくりと凍結した。10 m に
薄切した凍結切片を 1×PBSで洗浄後に、室温の 0.5％ Blocking reagent (Roche Diagnostics, 
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Basel, Swiss)内で 20 分間静置した。次に抗 HS phage display 抗体(AO4B08, 1 : 5)と室温で
90 分間インキュベートしてから 1×PBS 洗浄を行い抗 VSV tag 抗体(1 : 200)と室温で 60
分間インキュベートした。さらに、抗 rabbit IgG-Alexa568 と暗所、室温で 60 分間イン
キュベートした。水溶性封入剤 (Fluoromount-G; Southern Biotech, Birmingham, USA で封
入後、Zeiss LSM 510 confocal microscopy を用いて腎皮質と糸球体内の Alexa 568 蛍光シ
グナルを定量化した。定量化には平均蛍光強度を用いた。一次抗体、二次抗体の詳細は
表 2 に記載した。 
透過型電子顕微鏡観察                                 




顕微鏡（JEM-1400, Nihondenshi corp, Tokyo, Japan）で観察した。Polyethyleneimine (PEI)
染色の手順は文献(47)を参考にして実施した。1 mm3へ細切された 2％グルタールアル
デヒド固定後の腎臓を、室温の Solution 1 (PEI (1.8 kDa；Sigma, St Louis , USA), 0.1M 
sodium cacodylate buffer, 10% sucrose )に 30 分間浸透した後、0.05 M cacodylate buffer (pH 
7.4) で洗浄後、室温の Solution 2 (10% sucrose, 2% glutaraldehyde, 2% phosphotungstic  
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acid)に 30 分間浸透した。0.05 M cacodylate buffer(pH 7.4)で洗浄してから 1％四酸化オス
ミウム酸で固定した。酢酸ウラニウムとクエン酸鉛による 2 重染色法の手順は透過型電
子顕微鏡の資料作製手順に準じた。 
In situ hybridization                               
文献(49)を参考に、凍結ブロックから 10 m に薄切した凍結標本を作製して、1×PBT
で 10 分間洗浄し O.C.T. compound (Sakura finetek, Tokyo, Japan)を洗い流した後、
Proteinase K 溶液（0.1 g/ml Proteinase K, 1×PBST）と 37℃で 1 分間反応させた。1×PBT
洗浄と室温の 4% パラホルムアルデヒドでの 20 分間の固定を行い、洗浄後に Sulf1 と
Sulf2 のジゴキシゲニン標識 antisense RNA probe を 65℃に維持した hybridization buffer 
(50％ Formamide, 5×SSC, 1％ SDS, 50 g/ml Heparin, 50 g/ml yeast RNA) 内で 24 時間
反応させた。 恒温槽内で 65℃に温めた Washing buffer 1 (50％ Formamide, 5×SSC, 1％ 
SDS)で 1 時間×1 回、30 分×2 回洗浄後、続けて Washing buffer 2 (50％ Formaldehyde、
2×SSC)を用いて 30 分×3 回洗浄した。室温の 1×PBT で洗浄後に、0.5％Blocking reagent 
(Roche Diagnostics, Basel, Swiss) で 、室温で 60 分間ブロッキングを行った。次に、4℃
環境下で 0.5％ Blocking reagent (Roche Diagnostics, Basel, Swiss) に溶解した alkaline 
phosphatase 標識の anti-ジゴキシゲニン抗（1 : 2000）と 24 時間反応させた。 2 mM 
Levamisole を含有した 1×PBST 洗浄×3 回と NTMT (100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 50 
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mM MgCl2, 0.1 % Tween 20, 2 mM Levamisole) 洗浄 1 回後に、2 mM Levamisole 含有 BM 
purple (Roche Diagnostics, Basel, Swiss)と室温, 遮光下で反応を開始し、1×TE（0.01 M 
Tris-HCl, 1 mM EDTA）で BM purple の発色反応を止め、水溶性封入剤（Mount-quick 
aqueous）を使用して封入し観察した。 





低体温であったため尿中 Albumin 排泄量を評価するのに必要な 1500～2000 l の尿量を
確保できた時点で通常の飼育ケージへ戻した。採取したマウス尿検体は-20℃で保存し
た。尿中 Albumin 排泄量の評価には、尿中 Albumin 濃度 (mg/dl) /尿中 Creatinine 濃度 
(mg/dl) 比を用いた。尿中Albumin濃度 (mg/dl) と尿中Creatinne測定 (mg/dl) は SRL Inc
（Tokyo, Japan)へ依頼した。 
マウス収縮期血圧測定                                
Softron 社（Tokyo, Japan）のマウス固定具を用いて暗所環境に置きながらマウスの体動
を制限した。拘束されたマウスを 37℃に保温された血圧測定台に静置して、マウス尾
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に血圧測定器(BP98AWM; Softron corp, Tokyo, Japan)を取り付け動脈拍動の有無を確認
した。血圧測定器が安定して動脈波形を捉えることができた時点で収縮期血圧を測定し
た。収縮期血圧は 2～3 日かけて測定して、マウスごとの平均値を求めた。 





トで右心房を剥離してから左心室へ留置した 23G翼状針へ 1×PBSに溶解した 0.8 mg/ml
の iron particle(直径 3-5 m)懸濁液を投与した(投与量は 60～90 ml/匹)。採取した腎臓を
1×HBSS へ溶解した 2 ml の 1 mg/ml Collagenase A 液 (Roche, Basel, Swiss) 内で 1mm 角
大になるまでハサミで細分化してから 37℃、60回/分のスピードで振とうした。その後、
100  mと 70  mのセルストレイナー(Life Science, Durham, USA)でろ過して選択的に
採取した糸球体を Magnetic particle concentrator (Dynal Biotech ASA, Oslo, Norway)を用い
て濃縮した。濾過洗浄には滅菌した 1×PBS を用いた。さらに、タンパク抽出を行う際
はタンパク分解酵素阻害薬 (アプロチニン (1 : 100), ロイペプチン (1 : 100),  PMSF 
(1 : 10)) を加えた RIPA バッファー ( 1 % NP-40, 0.025 M Tris-HCl (pH 7.5), 0.15 M NaCl,  
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2% SDS)に溶解してから Deoxyribonuclease I (Invitrogen) (1 : 40)を加えて、超音波ホモジ
ナイザーで破砕(2 分×2 回)してから、-80℃で保存した。100 l の単離糸球体浮遊液をス
ライドガラスへのせ、熱固定したのちに観察を行い、採取した糸球体個数を計算した。 
Real time PCR                                  
単離糸球体に含まれる RNA を ISOGEN Reagent (Nippon Gene, Tokyo, Japan)を用いて抽
出した。Nano drop 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA )を用いて RNA 濃度を測
定して、1 µg の抽出 RNA を Thermo Script RT-PCR System (Invitrogen)を使用して逆転写
することで c DNA を作製した。単離糸球体内の mRNA 発現は SYBR Green PCR 
amplification reagent(Applied Biosystems)と 7500 fast real time PCR syste を用いて定量化し
た。House keeping gene には Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)を使用し
た。プライマーはつくばオリゴサービス株式会社(Tsukuba, Japan)へ作製を依頼した。使
用したプライマーの塩基配列は表 3 に記載した。 
単離糸球体培養方法                                
生後 1.5～3 月齢の WT マウス、DKO マウスから腎臓糸球体を選択的に採取するため
に、まず糸球体単離を行った。糸球体単離の手順は前述通りに実施した。単離糸球体培
養実験は文献(64)を参考に実施した。各 Tube 内に同数(2000～9000 個/tube)の単離糸球体
を入れ RPMI -1640 (Sigma, St Louis , USA)培地内で 4～20 時間、37℃、CO2:5%環境下で
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前培養した。前培養終了直後で成長因子を投与する直前を 0 時間目とした。成長因子の
刺激は 10％ FBS を含んだ RPMI -1640 (Sigma, St Louis , USA)培地に以下の濃度で各成
長因子を添加することで開始した。10 ng/ml recombinant human PDGF-BB (P3201; 
Sigma-Aldrich, St Louis, USA)、50 ng/ml Recombinant mouse VEGF (PMG0111; Biosoource, 
San Diego, USA)、10 ng/ml Recombinant human TGF-β (240-B/CF; R&D Systems, 
Minneapolis, USA)、100 ng/ml Recombinat human basic FGF (63006; PROGEN, Heidelberg, 
Germany)。PDGF-B添加実験は 24 時間目まで、その他は 12 時間目まで培養を継続した。
前培養開始から培養終了までの時間が約 30 時間以内であれば、単離糸球体は培養液内
で生存できた。100 m と 70 m のセルストレイナー(Life Science, Durham, USA)を用い
て回収した単離糸球体をタンパク分解酵素阻害薬(アプロチニン (1 : 100, ロイペプチ
ン (1 : 100),  PMSF (1 : 10))を加えた RIPA バッファー( 1 % NP-40, 0.025 M Tris-HCl 
(pH7.5), 0.15 M NaCl, 2% SDS)に溶解した。タンパク抽出を行う際は Deoxyribonuclease I 
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Western blot 法                                 
単離糸球体と培養単離糸球体をタンパク分解酵素阻害薬 (アプロチニン (1 : 100), ロ
イペプチン (1 : 100), PMSF (1 : 10))を加えた RIPA バッファー(1 % NP-40, 0.025 M 
Tris-HCl (pH7.5), 0.15 M NaCl, 2 %SDS)と混和してから超音波ホモジナイザーで破砕し
た(2 分×2 回)。糸球体溶解液のタンパク濃度測定は DC プロテインアッセイ(Bio-Rad, 
Hercules, USA)を用いて比色法でタンパク濃度測定を行い、各サンプルのタンパク溶解
量が一定になるように調整後、タンパク溶解液と NuPAGE LDS sample buffer (1 : 4) (Life 
technologies, Carlsbad, USA)、Sampling reducing agent (1 : 10) (Life technologies, Carlsbad, 
USA) と混和して、最後にタンパク分解酵素阻害薬を加えた RIPA バッファーで 20 l
へメスアップした。5 分間の室温静置と 98℃、10 分間の SDS 化の後、氷上で冷却保存
した。1× MES SDS running buffer (Life technologies, Carlsbad, USA)で満たされた NuPAGE 
Bis-Tris ゲル (Life technologies, Carlsbad, USA)へ SDS 化後のタンパク溶解液を加えて、
定電流 0.03 A で 2 時間泳動した。次に、タンパク転写に用いる 7×8 cm PVDF membrane 
(Life sciences, Pall Corporation)を 2 分間メタノール内で浸透してから、1×Transfer buffer 
（Life technologies, Carlsbad, USA）で洗浄した。NuPAGE Bis-Tris ゲル (Life technologies, 
Carlsbad, USA) から 0.2 m PVDF blotting membrane (GE healthcare, Chalfont, UK)への転
写は 1×Transfer buffer (Life technologies, Carlsbad, USA)内で NuPAGE Bis-Tris ゲル（Life 
technologies, Carlsbad, USA）と 0.2 m、7×8 cm2 PVDF blotting membrane (GE healthcare, 
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Chalfont, UK)を重ね合わせ、0.07A を 1 時間 40 分にわたり通電した。タンパク転写後の
PVDF membrane を 1×Tris-buffered saline (1×TBST、0.01 M Tris-HCl (pH 7.4)、0.15 M NaCl、
0.1 % Tween 20)に溶解した 5％スンキムミルク溶解液内で室温、30分間振とうしてから、
1×TBST に溶解した一次抗体液 2 ml と PVDF membrane をパッキングして 4℃下で振と
うしながら約 12～24 時間インキュベートした。その後、1×TBST で洗浄した PVDF 
membrane と 4000 倍の希釈倍率で 1×TBST に溶解した horseradish peroxidase 標識の二次
抗体をパッキングして室温で振とうしながら 60 分間インキュベートした。1×TBST 洗
浄後に chemiluminescence detection reagent (NCI32132; Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
USA) とLAS4000 (Fuji Film, Tokyo, Japan)を利用してPVDF membrane上の化学発光シグ
ナルを検出した。タンパクの内部標準にはactin を用い、プロテインマーカーには
Novex Sharp Pre-stained Standard (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) を使用したた
め、メンブレン写真を撮影してタンパク分子量を確認した。Western blotting に使用した
一次抗体、二次抗体の詳細は表 4 に記載した。 
Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)                                   
糖尿病モデルマウス作製実験で薬剤投与後 8 週目において採取した単離糸球体を
100l の細胞溶解液 (Cell Lysis buffer (#9803; Cell Signaling Technology, Beverly, USA): 
Deoxyribonuclease I (18047-019; Invitrogen, Carlsbad, USA) : phenylmethanesulfonyl fluoride
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＝100 : 1 : 10)と混和し、超音波ホモジナイザー破砕溶解した(5 分×2 回)。糸球体溶解液
を 4℃、10 分、14000 回転/分で遠心分離することで、細胞骨格成分を分離破棄した。精
製された糸球体溶解液は-80℃で保存した。DC プロテインアッセイ(Bio-Rad, Hercules, 
USA)を用いて比色法でタンパク濃度測定を行い、5 g の糸球体溶解液を 100 l 溶液に
なるようにリン酸化Akt発現定量化 ELISA kit (#7160C; Cell Signaling Technology, Beverly, 
USA)の Sample diluent と混和して各 well へ加え、37℃で 2 時間インキュベートした。
Washing buffer(#7160C; Cell Signaling Technology, Beverly, USA)で洗浄後に 100 l の
reconstituted detection antibody (#7160C; Cell Signaling Technology, Beverly, USA)を各 well
へ加えて 37℃、1 時間インキュベートした。Washing buffer (#7160C; Cell Signaling 
Technology, Beverly, USA)で洗浄後に 100 l の reconstituted HRP linked secondary antibody 
(#7160C; Cell Signaling Technology, Beverly, USA)を各 well に加えて 37℃、30 分間インキ
ュベートした。Washing buffer (#7160C; Cell Signaling Technology, Beverly, USA)で洗浄
後に 100  l の TMB substrate (#7160C; Cell Signaling Technology, Beverly, USA)を各 well
に加えて 37℃、10 分間インキュベートしてから、100 l の Stop solution (#7160C; Cell 
Signaling Technology, Beverly, USA)を各 well に加え 2-3 分室温で振とうした。マイクロ
プレートリーダー Varioskan (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)を用いて 450 nm の
吸光度を測定した。 
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統計学的分析方法                                
統計学的分析には統計ソフト JMPを使用し、全ての指標を平均値±標準誤差で示した。
2 群間の比較検討は Student t-test を用い、3 群間以上の比較検討には ANOVA の
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5． 結果 
(ⅰ) Sulf1、Sulf2 両欠損時に片側腎臓が欠損したマウスを認めた                    




マウス腎臓は出生後 2 月齢までは成熟過程であるため (65)、成熟糸球体の構造や機能
を評価するためには生後 2 月齢以上のマウスを用いる必要がある。WT マウス、Sulf1 
SKO マウス、Sulf2 SKO マウス、DKO マウスについて体重と腎重量を測定し腎重量/体
重比を測定した。2 月齢の DKO マウスは、体重、腎重量ともに WT マウスよりも軽か
ったが、腎重量/体重比には有意差がなく、DKO マウスの腎臓が萎縮しているとは考え
られなかった(図 1B, 表 1)。 
DKO マウスでは低頻度ながら片側腎臓欠損が認められたことから、Sulf1、Sulf2 が腎
臓発生に関与していると考えた。DKO マウスでは 1～10 月齢の合計 103 匹中 7 匹で片
側腎臓欠損がみられたが、WT マウスと Sulf1 SKO マウス、Sulf2 SKO マウスでは腎臓
欠損は全く認められなかった(表 1)。腎臓発生段階では多くの成長因子が継続的に必要
であるため(21, 66)、Sulf1、Sulf2 がいずれかの発生段階に関与していると考えられた。 
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 (ⅱ) Sulf1、Sulf2 欠損マウスでは腎機能障害とメサンギウム領域構造異常が出現した 
糸球体濾過機能を反映する血清 Creatinine 濃度 (mg/dl) は 8 月齢時点において、DKO
マウスが WT マウスよりも有意に高値を示していた(図 2)。8 月齢の尿中 Albumin 排泄
量 (尿中 Albumin 濃度 (mg/dl) / 尿中 Creatinine 濃度 (mg/dl) 比) も血清 Creatinine 濃度 
(mg/dl) と同様に DKO マウスで高かった (図 2)。また、糸球体が成熟する 2 月齢時点で
は WT マウスと DKO マウスの間に血清 Creatinine 濃度 (mg/dl) の有意差がないことか
ら、加齢とともに Sulf1、Sulf2 は糸球体機能や糸球体構造の恒常性維持に深く関与する
と言えた。さらに、Sulf1 SKO マウスと Sulf2 SKO マウスでは、WT マウスと比較して 2
～8 月齢の血清 Creatinine 濃度(mg/dl)と 8 月齢の尿中 Albumin 排泄量(尿中 Albumin 濃度
(mg/dl)/尿中 Creatinine 濃度 (mg/dl) 比)に有意差はなかったが(図 2)、Sulf1、Sulf2 単独
欠損マウスのうち、Sulf1 SKO マウスでのみ尿中 Albumin 排泄量(尿中 Albumin 濃度 
(mg/dl)/尿中 Creatinine 濃度 (mg/dl) 比)の増加傾向を認めたため、糸球体濾過機能維持









た(67)。2～8 月齢のマウスのうち、8 月齢の DKO マウスに出現したメサンギウム領域
の構造異常は、分節性から全節性にわたる多様なメサンギウム増殖病変を呈していた。
また、メサンギウム領域異常を認める糸球体は腎皮質内に巣状に出現していることが多
かったため、DKO マウスにおけるその出現頻度は観察可能な糸球体の約 6～10 ％程度
と比較的低くかった。しかし、メサンギウム領域異常を伴う糸球体の出現頻度は成長と
ともに増加した (図 3A,3B)。これらの結果から 2～8 月齢の DKO マウスの糸球体構造
異常は腎臓全体から考えて軽微であることがわかり、2～8 月齢の DKO マウスの腎機能
障害が軽微であることとも一致していた。2～8 月齢の Sulf1 SKO マウスと Sulf2 SKO マ
ウスでもメサンギウム増殖やメサンギウム基質異常の出現頻度は増加傾向を示したも
のの出現頻度は約 1～4％程度と低く、WT マウスと有意差がなかった(図 3A,3B)。 
2～8 月齢の血清 Creatinine 濃度(mg/dl)と 8 月齢の尿中 Albumin 排泄量(尿中 Albumin
濃度(mg/dl)/尿中 Creatinine 濃度(mg/dl)比)の結果とメサンギウム領域異常の頻度を考慮
すると、糸球体恒常性維持には Sulf1、Sulf2 が共に関与しているが、Sulf1、Sulf2 の単
独欠損時には、もう一方の遺伝子がその機能を補っている可能性があり、Sulf1、Sulf2
の糸球体内における役割を明らかにするためには、DKO マウスを解析する必要がある
と判断した。以降の実験では主に WT マウスと DKO マウスを用いることにした。 

















頻度を評価した。CD68 (単球やマクロファージマーカー)染色は DKO マウスの腎臓糸球
体内では陰性であり(図 4C)、CD31 (血管内皮細胞マーカー)もメサンギウム増殖部位の
一部に発現を認めるのみであった(図 4D)。これらの結果から DKO マウス糸球体のメサ




リアー障害の指標となる 血管内皮細胞の fenestrae 消失を認めたが、基底膜内のチャー
ジバリアー障害の有無については、PEI染色を用いて基底膜内の陰性荷電を可視化した。
当初、高硫酸化ヘパラン硫酸が増加している DKO マウスでは PEI 粒子密度が増加する
と予想されたが、8 月齢の WT マウスと DKO マウス間に基底膜内 PEI 粒子密度の有意
差はなかった(図 5A、5B)。PAM 染色で認められた基底膜のスパイク様不整構造 (Out 
pocket; OP)は、基底膜 3 層構造のうち緻密斑が局所的に肥厚していることが電子顕微鏡
的観察で判明した(図 5C)。8 月齢時点で、基底膜の単位長さあたりに占める基底膜不整
(Out pocket; OP)の出現割合は、WT マウスと比較して DKO マウスで明らかに高かった
(図 5D)。OP は基底膜構成成分の産生亢進や分解抑制により出現すると思われる。糸球
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(ⅲ) DKO マウス腎臓において高硫酸化ヘパラン硫酸が増加した 
糸球体において Sulf1 と Sulf2 欠損の影響を評価するために、結合に三硫酸化二糖が必
要な Phage display 抗体である anti-HS phage display antibody (AO4B08: Toin H. van 
Kuppevelt より供与された phrage display antibody) を用いてマウス腎臓を染色した(図
6A)。1.5～2 月齢 DKO マウスの腎臓皮質と糸球体の AO4B08 染色結果を AO4B08 の平
均蛍光強度で定量化すると、WT マウスよりも約 1.5 倍だけ平均蛍光強度が高かった(図
6B)。 
(ⅳ) DKO マウス糸球体では PDGF-B、VEGF、TGF-シグナル伝達が抑制された 
メサンギウム領域異常の原因には、一般的に成長因子シグナル伝達の異常があると考
えられている(14-16)。そこで、糸球体内の成長因子とその受容体の mRNA 発現を評価
するためにマウス糸球体を単離し定量 RT-PCR を行った(図 7A)。WT マウスの糸球体で
は PDGF-B、PDGFR-、FGF2、TGF-、VEGF が 2 月齢と比べて 8 月齢で発現が上昇傾
向にあり、この傾向は DKO マウスの糸球体でも認められた。さらに、DKO マウスの糸
球体では PDGF-B や PDGFR- mRNA 発現が加齢とともに増加し、8 月齢時点で DKO
マウスの糸球体内 PDGF-B、PDGFR- mRNA 発現が WT マウスよりも高くなった(図
7B)。組織でのタンパク発現を酵素抗体法で検出した場合でも PDGF-B、PDGFR- は
DKO マウスで発現強度が強かった(図 7C)。 








生後 2 月齢では、DKO マウスにおけるヘパラン硫酸組成の変化は AO8B08 染色によ




Akt のリン酸化が観察され、内部標準である total-Akt (t-Akt)と phospho-Akt (p-Akt)の比
を測定して細胞内シグナル下流因子の活性化を評価したところ、DKO マウス由来の培
養糸球体では、WT マウス由来の培養糸球体と比較して細胞内下流因子活性化が抑制さ
れていた (PDGF-B 刺激後 12 時間目、24 時間目) (図 8A, 8B)。 同様に VEGF、TGF-
刺激後の DKOマウス由来の培養糸球体でも、リン酸化 Erk1/2 (VEGF 刺激後 8 時間目) 、
リン酸化 Smad2/3 (TGF-刺激後 12 時間目) が抑制されていた(図 8C, 8D, 8E, 8F)。従っ





は、FGF2 の受容体である FGF receptor が正常糸球体環境ではほとんど発現しないこと
からも(35)、妥当な結果であると考えられた。また、この培養系を用いた各成長因子下
流シグナルの検出が特異的であることの傍証であると考えられた。 
 (ⅴ)  DKO マウスでは糖尿病性腎症が増悪した 
高血糖環境が糸球体恒常性を破綻させる機序に、糸球体内の成長因子シグナル伝達の
調節異常が関与しており (22-23, 26, 60-61)、糖尿病性腎症を導入したマウス糸球体にお
いても、その障害進展機序に Sulf1、Sulf2 の有無がなんらかの影響を及ぼすと予想した。     
Streptozotocin(STZ)誘導性の糖尿病性腎症モデルマウスにおいて、ヒトの進行性糖尿
病性腎症で観察される (a) メサンギウム基質の限局的な増加(結節性病変)を再現する
ことは難しいが、(b) 軽度のメサンギウム細胞増殖や (c) 糸球体肥大 (糸球体面積拡大)、
(d) 糸球体濾過機能異常 (血清 Creatinine 濃度上昇や尿中 Albumin 排泄量増加) )を引
き起こすことは可能である(61)。本研究では(a)～(d)の指標を用いてマウス糖尿病性腎症
の進行度を評価した。一般的に STZ 投与後 15 週が経過した時点で、メサンギウム細胞
増殖などの形態異常が顕在化しはじめることが知られており、形態学的評価は 15 週前










後 15 週時点を基準に、その前後 3 週の薬剤投与後 12 週時点と 18 週時点で、メサンギ





した Vehicle 投与群を用いた。 
投与後 8 週の時点では、組織学的に WT マウスと DKO マウスともに STZ 投与群と
Vehicle 投与群のメサンギウム領域異常の発生頻度に有意な差は認められなかった。し
かしながら、PDGF-B と PDGFR-タンパク発現量を免疫組織学的に抗原染色陽性面積
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で評価したところ、PDGF-B は STZ を投与した WT マウスと DKO マウスで増加してい
た(図 9A、9B)。また、PDGFR-は STZ を投与した DKO マウスでのみ発現面積が増加
していた(図 9A、9B)。 
この時点のマウスから糸球体を単離し、タンパクを抽出して、Western blot 法を用い
て、PDGFR-の下流因子である Akt のリン酸化(70)を調べた。糖尿病発症に伴い WT マ
ウス糸球体内ではリン酸化 Akt 発現が増加していたが、糖尿病発症 DKO マウスでは検
出されなかった(図 9C、9D)。このことから、PDGF-B と PDGFR-を介した細胞内シグ
ナルである Akt 活性化機序に対して Sulf1、Sulf2が促進的に働いていることがわかった。 
次に、STZ 投与後 12 週と 18 週時点における腎臓糸球体構造を分析した(図 10A, 10B, 
10C)。STZ 投与後 12 週時点では糖尿病発症 WT マウスと DKO マウスの糸球体形態変
化に明らかな差を認めなかったが、薬剤投与後 18 週時点において、糖尿病発症 DKO
マウスのメサンギウム増殖病変の出現頻度が、糖尿病発症 WT マウスと比較して有意に























ト障害を反映する foot process effacement が出現しており(図 10D)、糖尿病発症 DKO マ
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ウスでは糸球体濾過障壁に異常が起きていた。(d)糸球体濾過機能を反映する血清
Creatinine 濃度 (mg/dl) と尿中アルブミン排泄量 (尿中 Albumin 濃度 (mg/dl)/尿中
Creatinine 濃度 (mg/dl) 比) も高値であり(図 10E)、糸球体濾過障壁構造異常とその機能
異常は一致していた。また、糖尿病性腎症の進展時にみられる(c)糸球体面積拡大は、糸
球体血管係蹄内の圧力と、成長因子シグナル伝達亢進による糸球体構成細胞増殖や細胞
外マトリックス増加を反映する形態学的変化である。STZ 投与後 12 週時点では WT マ
ウスと DKO マウス共にメサンギウム細胞増殖を主体としたメサンギウム領域拡大をと
もなう糸球体面積拡大が認められたが、STZ 投与後 18 週時点では、糖尿病発症 DKO
マウスでのみメサンギウム基質増加と糸球体面積縮小を同時に認める糸球体が散見さ
れた(図 10A, 10B)。高血糖刺激は WT マウスの糸球体における Sulf1、Sulf2 発現を増加
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6．考察 
(ⅰ)  糸球体に発現する Sulf1、Sulf2 は相補的に作用する 
Sulf1、Sulf2 は出生直後だけでなく 8 月齢においても糸球体に発現しており、成長後
も発現パターンは過去の報告(49)に類似していた。Sulf1 mRNA がポドサイトに、Sulf2 
mRNA がメサンギウム細胞や血管内皮細胞に局在する異なった発現パターンを示した
ため、当初、糸球体内で Sulf1 と Sulf2 は異なる生理的機能を持つと考えて、WT マウス、 
Sulf1 SKO マウス、Sulf2 SKO マウス、DKO マウスにおける腎臓機能と腎臓糸球体構造
を評価したが、Sulf1 と Sulf2 単独欠損時では、DKO マウスと比較して糸球体にわずか
な異常が観察されるのみであった。したがって、Sulf1、Sulf2 は発現細胞が異なってい
ても、糸球体内の酵素活性レベルという点において相補的に作用すると考えられる。こ




(ⅱ) Sulf1、Sulf2 が腎機能維持に不可欠な糸球体濾過障壁の恒常性を維持する 
DKO マウスの腎臓機能障害は 8 月齢まで推移して初めて明らかになった。Creatinine 
(分子量：113)は筋肉のエネルギー源となるアミノ酸の一種である Creatine が代謝された
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物質であり、腎機能障害時に血清濃度が上昇する腎排泄性タンパクである。WT マウス
と比較して体格が小さく筋肉量も少ない DKOマウスでは血清 Creatinine濃度(mg/dl) が





ージバリアーの評価方法として確立している PEI 染色を行ない、基底膜内の PEI 粒子数
を定量化したところ、WT マウスと DKO マウス間に有意差を認めなかった。抗 HS phage 







































(ⅳ) Sulf1、Sulf2 はメサンギウム細胞の恒常性維持に関与する PDGF-B、VEGF の細胞
間シグナル伝達を促進する。 
Sulf1、Sulf2 欠損が糸球体構成細胞の恒常性破綻に関連する PDGF-B や TGF-、FGF、
VEGF などの複数の成長因子シグナル伝達異常を引き起こすと考えた。なかでも成獣期












から(57-59)、特に Cell line として実験に用いられるメサンギウム細胞やポドサイトの不
死化細胞と in vivo の腎臓糸球体ではヘパラン硫酸構造が大きく異なると考えられる。
したがって、in vivo のヘパラン硫酸構造を保ち、かつ機能単位である糸球体構成細胞と
細胞外マトリックスを保持した“単離糸球体”を用いて、成長因子のシグナル伝達制御




PDGF-B と VEGF、TGF-刺激時には WT マウスと DKO マウス由来の培養糸球体に
おいて細胞内下流因子の活性化が認められたが、DKO マウス由来の培養糸球体では、
WT マウス由来の培養糸球体と比較すると、PDGF-B と VEGF、TGF-のシグナル伝達













の DKO マウスの実験結果と合わせて考えると、PDGF-B シグナル伝達は過剰になって
も、不足しても、メサンギウム領域の恒常性を維持できなくなる重要な成長因子であり、
細胞環境に応じて厳密に調節されると示唆される。このようなメカニズムを維持するた
めに、DKO マウスの糸球体で WT マウスよりも糸球体内の PDGF-B、PDGFR-mRNA
発現が増加していたのは、このようなメカニズムによる代償作用であると推察できる。
さらに、ポドサイト特異的に VEGF 産生をノックアウトしたマウスでは血管内皮細胞障














は、遺伝子背景に関わらず、加齢とともに糸球体内 FGF2 mRNA 発現は増加しており、
8 月齢の DKO マウスにおいてその傾向が顕著であったが、FGF mRNA 増加が FGF シグ
ナル伝達抑制に対する代償反応なのか、また独立した調節系による変化であるかは今後
の検討課題である。 
 (ⅵ) Sulf1、Sulf2 は糖尿病性腎症の進展に対して抑制的に作用する 












STZ 投与後 12 週時点では WT マウスと DKO マウスの糸球体形態に明らかな差はなか
ったが、STZ 投与後 18 週時点においては、糖尿病発症 WT マウスにおいても過去の報
告同様に、軽度のメサンギウム細胞増殖と糸球体肥大、腎機能障害を認めた。一方、糖
尿病発症 DKO マウスでは、顕著なメサンギウム基質増加と糖尿病性腎症に特徴的なメ
サンギウム領域の Collagen type VI 発現増加が認められた。糖尿病発症 DKO マウスのメ
サンギウム病変は、薬剤投与後 12 週時点ではメサンギウム細胞増殖が目立ちメサンギ
ウム基質増加が明らかでなかったが、薬剤投与後 18 週時点では広範なメサンギウム基




(ⅶ) 糖尿病による高血糖環境が糸球体内の Sulf1、Sulf2 mRNA 発現を亢進させた 
糖尿病発症 WT マウスでは糸球体内の Sulf1、Sulf2 mRNA 発現亢進だけでなく、近位
尿細管上皮細胞内での Sulf2 mRNA 発現亢進が認められた。特に近位尿細管上皮細胞で
の Sulf2 mRNA 発現亢進は非糖尿病発症 WT マウスでは確認できない所見であった。マ
ウス腎臓内の Sulf1、Sulf2 は組織環境に応じて発現が制御されており、病変の進展に関
与していると予想された。実際、糸球体内 Sulf1、Sulf/2 mRNA 発現が増加した糖尿病発
症 WT マウスではメサンギウム増殖病変や糸球体機能障害の進展は緩徐であった。この
ことから Sulf1、Sulf2 は糖尿病性腎症進展の抑制因子であると考えられた。Sulf2 が糖尿
病発症 WT マウスの尿細管上皮細胞で増加していた理由を明確にできなかったが、少な
くとも糖尿病発症 DKO マウスでみられた尿細管上皮細胞の平坦化や萎縮は、糖尿病発
症 WT マウスでは目立たないことから、尿細管上皮細胞の恒常維持に Sulf2 が深く関与
している可能性がある。 
(ⅷ) Sulf1、Sulf2 は糖尿病性腎症時の糸球体内成長因子シグナル伝達を促進した 
糖尿病発症 WT マウスでは糖尿病性腎症に特徴的な糸球体肥大が明らかであったが、
糖尿病発症 DKO マウスでは糸球体面積の縮小傾向が認められた。この結果を糸球体高
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血圧と糸球体内成長因子シグナル伝達亢進が糸球体肥大の原因であるという報告(73, 
79) にもとづいて考えると、糖尿病発症 WT マウスと DKO マウスの 2 群間で収縮期血
圧に有意差がないため、糖尿病発症 DKO マウスでは糸球体内の成長因子シグナル伝達
が抑制されており、糖尿病発症 DKO マウス糸球体の細胞内下流因子活性化(リン酸化



















MMP-2 や MMP-9 と結合することが知られており、その活性化機序にも関与している
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8．図表の説明 
図 1  糸球体における Sulf1、Sulf2 mRNA 発現  
A: 8 月齢マウスの糸球体における Sulf1、Sulf2 mRNA 発現を in situ hybridization で確認し
た。 Sulf1 mRNA は主に糸球体係蹄に沿って強いシグナルを発現しておりポドサイトの
局在と一致した。 Sulf2 mRNA は主に腎皮質の遠位尿細管上皮細胞に発現しており、糸
球体内ではメサンギウム領域にわずかに発現を認めた。Scale bar: 100 m (弱拡大)、10 
m (強拡大)。B: WT マウスと DKO マウスの全身像 (左図) と腎臓 (右図)、 Scale bar: 1 
cm (左図)、1 cm (右図)。略語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マウ
ス、Sulf1: Sulfatase1、Sulf2: Sulfatase2、sense: sense probe、antisense: antisense probe。 
図 2  Sulf1-/-マウス、Sulf2-/- マウス、Sulf1-/-; Sulf2-/- マウスにおける腎臓機能障害 
血清 Creatinine 濃度 (mg/dl) (上表)、尿中 Albumin 濃度 (mg/dl) / 尿中 Creatinine 濃度 
(mg/dl) 比 (下表)。数値は平均値±標準誤差。マウス個体数を n で表記。統計学的有意
差の評価は、(上表)では ANOVA の post-hoc-Kramer HSD test、 (下表)では Student t-test
を用いた。*: p < 0.05。略語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウス、Sulf1 SKO: Sulf1-/- マウス、
Sulf2 SKO: Sulf2
-/- マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス。 
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図 3  Sulf1-/-マウス、Sulf2-/- マウス、Sulf1-/-; Sulf2-/- マウスにおける糸球体構造異常 
A: 8 月齢 DKO マウスの糸球体構造変化。Periodic acid-methenamine silver (PAM)で染色さ
れたマウス腎臓の光学顕微鏡的観察では、DKO マウス糸球体にメサンギウム細胞増殖
とメサンギウム基質増加、メサンギウム基質融解、spike様の基底膜不整 (Out pocket; OP) 
が認められ、糸球体は肥大していた。糸球体病変は腎皮質に巣状に出現しており(DKO
マウス腎臓の PAM 染色:上段)、その他の部位は光学顕微鏡上、形態学的変化を認めな
かった(DKO マウス腎臓の PAM 染色:下段)。Scale bar: 100 m (左図)、10 m (中図)、2 m 
(右図)。B: メサンギウム領域異常を有する糸球体の割合は DKO マウスで高かった。メ
サンギウム領域異常の頻度を定量化する際には、PAM 染色を用いて腎皮質を染色し、
観察可能なすべての糸球体を評価した。各マウス腎臓標本につき約 60～90 個の糸球体
を観察した。C: 8 月齢マウス糸球体の透過型電子顕微鏡観察では WT マウスで軽微な構
造異常を認めたが、DKO マウスではメサンギウム細胞増殖とメサンギウム基質増加、
メサンギウム基質融解 (**) に加えてメサンギウム領域内への単球様細胞浸潤 (★) を
認めた。基底膜不整像 (*)と、増殖した血管内皮細胞とその fenestrae 構造の消失 (Arrow 
head) を認めた。Scale bar: 10 m。数値は平均値±標準誤差。マウス個体数を n で表記。
統計学的有意差の評価は B では ANOVA の post-hoc-Kramer HSD test を用いた。*: p < 
0.05 。略語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウス、 Sulf1 SKO: Sulf1-/-マウス、Sulf2 SKO: Sulf2-/- 
マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス、END: Endothelial cell (血管内皮細胞)、GBM: 
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Glomerular basement membrane (基底膜)、MES: Mesangial cell (メサンギウム細胞)、POD: 
Podocyte (ポドサイト)、RBC (Red blood cell)、 N.S. no significant difference, ND No 
detectable expression。 
図 4  Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス糸球体では活性化型メサンギウム細胞が増加した 
A: -SMA は WT マウスの血管極の血管平滑筋に発現していたが、DKO マウスでは血管
平滑筋に加えてメサンギウム細胞で発現していた。Arrow head は -SMA 陽性メサンギ
ウム細胞を指す。Scale bar: 10 m。B: 糸球体メサンギウム領域に -SMA 陽性細胞を認
めた糸球体の割合。C: 8 月齢 DKO マウス糸球体の糸球体と腎皮質では CD68 (単球、マ
クロファージ陽性細胞) 陽性細胞を観察できなかった。CD68 染色の Positive control と
して Low-density lipoprotein receptor deficiency (LDLR K.O.)マウス腎臓を使用した。Scale 
bar: 100 m (弱拡大)、10 m (強拡大)。D：8 月齢マウスの Periodic acid-Schiff reagent (PAS) 
染色 (左図)と CD31 (血管内皮細胞マーカー) 蛍光染色 (右図)。DKO マウスでみられる
メサンギウム領域内の増殖細胞のうち CD31 陽性細胞はごく一部であった。Arrow head
はメサンギウム領域内の細胞核を指す。Scale bar: 10 m。 数値は平均値±標準誤差。マ
ウス個体数を nで表記。統計学的有意差の評価はBではANOVA の post-hoc-Kramer HSD 
test を用いた。*: p < 0.05。略語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マ
ウス、ND No detectable expression。 
- 66 - 
 
図 5  Sulf1-/-; Sulf2-/- マウスにおける基底膜の機能と構造 
A: Polyethyleneimine (PEI) 染色により基底膜内の陰性荷電を定量化した。PEI 粒子を
Arrow head で指し示した。Scale bar: 250 nm。B:基底膜長 (nm) あたりの PEI 粒子密度。
8 月齢マウスの 5 つの糸球体を透過型電子顕微鏡で観察して定量化した。C：DKO マウ
スで基底膜の不整像 (Out pocket: OP)が認められた。Arrow head は OP を指し示してい
る。Scale bar:1 m。D：OP (nm) が全基底膜長 (nm) に占める比率を定量化した。数値
は平均値±標準誤差。マウス個体数を n で表記。統計学的有意差の評価は B、D ともに
Student t-testを用いた。*: p < 0.05。略語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- 
マウス、N.S. no significant difference。 
図 6  糸球体における Sulf1、Sulf2 mRNA 発現と高硫酸化ヘパラン硫酸発現 
A: 2 月齢マウスの糸球体と腎皮質の高硫酸化ヘパラン硫酸を検出する AO4B08 染色の
結果、Scale bar: 100 m (弱拡大)、10 m (強拡大)。B: AO4B08 染色の平均蛍光強度を糸
球体と腎皮質のそれぞれにおいて定量化した。上表：任意に選択した 30 個の糸球体に
おける平均蛍光強度。下表：任意に選択した 20 個の腎皮質における平均蛍光強度。数
値は平均値±標準誤差。統計学的有意差の評価は Student t-test を用いた。*: p < 0.05。 略
語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス。 
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図 7  Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス糸球体では PDGF-B、 PDGFR- mRNA が増加した 
A: マウス腎臓から選択的に採取した糸球体。黒色粒子は鉄粒子 (直径 2～5 m) の集合
体。Scale bar: 50 m。B: PDGF-B、FGF、TGF-、VEGF、PDGFR- の糸球体内 mRNA
発現量を 2 月齢と 8 月齢マウスで評価した。House keeping gene には GAPDH を用いた。
C: PDGF-B は糸球体のポドサイトに発現を認めた。PDGFR-はメサンギウム領域とボ
ウマン嚢上皮細胞に発現していたが、ポドサイトには発現しなかった。PDGF-B 染色の
最上段には一次抗体の代わりに 1×PBS を使用した negative control を示した。Arrow head
はポドサイト内の PDGF-B 発現を示す。Scale bar: 10 m。数値は平均値±標準誤差。マ
ウス個体数を n で表記。統計学的有意差の評価は ANOVA の post-hoc-Kramer HSD test
を用いた。*: p < 0.05。略語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス、
month:月齢、N.S. no significant difference。 
図 8  Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス糸球体では PDGF-B、VEGF、TGF-シグナル伝達が抑制
された 
A: 培養中の単離糸球体へ 10 ng/ml PDGF-B を添加すると、DKO マウス由来の培養糸球
体ではリン酸化 Akt (p-Akt) 発現が抑制された。B: リン酸化 Akt (p-Akt) と Akt (t-Akt) 
の発現比。 C: 培養中の単離糸球体へ 50 ng/ml VEGF を添加すると、DKO マウス由来
の培養糸球体ではリン酸化 Erk1/2 (p-Erk1/2) 発現が抑制された。D: リン酸化 Erk1/2 
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(p-Erk1/2) と Erk1/2 (t-Erk1/2) の発現比。 E: 培養中の単離糸球体へ 10 ng/ml TGF-を
添加すると、DKO マウス由来の培養糸球体ではリン酸化 Smad2/3 (p-Smad2/3) 発現が抑
制された。F: リン酸化 Smad2/3 (p-Smad2/3) と Smad2/3 (t-Smad2/3) の発現比。G: 培養
中の単離糸球体へ 100 ng/ml FGF2 を添加したが、WT マウスと DKO マウス由来の培養
糸球体のいずれにおいてもリン酸化 Erk1/2 (p-Erk1/2) 発現は認められなかった。Positive 
control: 培養中の DKO マウス由来単離糸球体へ 50 ng/ml VEGF を添加した試料を用い
た。 Negative control には NuPAGE LDS sampling buffer (1 : 4)、Sampling reducing agent (1 : 
10）、RIPA バッファーの混合液を用いた。内部標準に -actin を用いた。統計学的有意
差の評価は ANOVA の post-hoc-Kramer HSD test を用いた。*: p < 0.05。略語：WT: Sulf1 
+/+、Sulf2+/+ マウス由来の培養糸球体、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス由来の培養糸球体、
N.S. no significant difference。 
図 9 糖尿病発症 Sulf1-/-; Sulf2-/- マウスでは成長因子シグナル伝達が抑制された 
A- F: 薬剤投与後 8 週時点での評価。 
A: 糸球体における PDGF-B と PDGFR-の発現を酵素抗体法で評価した。Scale bar: 50 
m (弱拡大)、10 m (強拡大)。B：PDGF-B と PDGFR-の染色範囲を定量化することで
タンパク発現量を推察した。C: Western blot 法を用いて単離糸球体内のリン酸化 Akt 
(p-Akt)、 Akt (t-Akt), -actin 発現量を評価した。D: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 
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(ELISA) を用いて糸球体内リン酸化 Akt (Phospho-Akt) 発現量を測定した。数値は平均
値±標準誤差。マウス個体数を n で表記。統計学的有意差の評価は B では Student t-test、
D では ANOVA の post-hoc-Kramer HSD test を用いた。*: p < 0.05。略語：WT: Sulf1 +/+、
Sulf2
+/+ マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス、Vehicle: 10mM クエン酸ナトリウム溶解液 
(pH 4.5) 投与マウス(非糖尿病発症群)、 STZ: Streptozotocin 投与マウス（糖尿病発症群）、
N.S. no significant difference。 
図 10  Sulf1-/-; Sulf2-/- マウスでは糖尿病性腎症が増悪した 
A- F：薬剤投与後 12 週と 18 週時点において腎機能と腎糸球体形態を評価した。 
A: 糖尿病発症 WT マウスの糸球体と腎皮質の Sulf1、Sulf2 mRNA 発現を In situ 
hybridization で評価した。 Scale bar: 100 m (弱拡大: 腎皮質)、10 m (強拡大: 糸球体)。
B: 糸球体と腎皮質の Periodic acid-methenamine silver (PAM) 染色と、糸球体の
CollagenVI 染色を用いた形態評価。Scale bar: 100 m (弱拡大)、10 m (強拡大)。C：メ
サンギウム領域の構造異常を認めた糸球体の割合 (上表) と糸球体係蹄面積 (×102 m2) 
(下表)。 D: 糸球体濾過障壁構造の電子顕微鏡的観察。Scale bars; 2 m。 E: 血清
Creatinine 濃度 (mg/dl) (上表)、尿中 Albumin 濃度 (mg/dl) / 尿中 Creatinine 濃度 (mg/dl) 
比 (下表)。数値は平均値±標準誤差。マウス個体数を n で表記。統計学的有意差の評価
は C、E では ANOVA の post-hoc-Kramer HSD test を用いた。*: p < 0.05。略語：WT: Sulf1 
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+/+、Sulf2+/+ マウス、DKO: Sulf1-/-; Sulf2-/- マウス、Vehicle: 10mM クエン酸ナトリウム溶
解液 (pH 4.5) 投与マウス (非糖尿病発症群)、STZ: Streptozotocin 投与マウス（糖尿病発
症群）、N.S. no significant difference。 
なお、 図 1A, 図 3B, 図 4A, 図 4B, 図 4C, 図 4D, 図 5A, 図 5B, 図 5C, 図 5D, 図 6A, 
図 6B, 図 7C, 図 8, 図 9A, 図 9B, 図 9C, 図 9D, 図 10A, 図 10B, 図 10C, 図 10D, 図 10E
は Am J Physiol Renal Physiol 310: F395-F408, 2016.から引用しており、図 2、図 3A, 図 7B
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表 1 体重、腎重量、腎重量体重比、腎欠損率 
WT Sulf1 SKO Sulf2 SKO DKO
体重 (g) 24.93±0.82　(n=8) 21.67±0.56　(n=5) 20.51±0.51　(n=11) 16.81±0.77　(n=10) *
腎重量 (g) 0.50±0.04　　(n=8) 0.38±0.01　　(n=5) 0.39±0.01　　(n=11) 0.33±0.23　　(n=10) *
腎重量 /  体重比 (×10-3) 2.00±0.04　　(n=8) 1.76±0.06　　(n=5) 1.95±0.06　　(n=11) 1.97±0.07　　(n=10)
片側腎臓欠損 (%) 0  (n=101) 0 (n=49) 0 (n=61) 6.79 (n=103) 
体重 (g)、腎重量 (g)、腎重量 / 体重比 (×10-3) は 2 月齢マウスの数値である。片側腎臓欠損は
1～10 月齢のマウスを用い、片側腎臓欠損を認めた割合 (%) を示している。数値は平均値±標準
誤差。マウス個体数を n で表記。統計学的有意差の評価は ANOVA の post-hoc-Kramer HSD test
を用いた。*: p<0.05 v.s. WT マウス。 略語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウス、 Sulf1 SKO: Sulf1-/-、
Sulf2
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表 2 組織染色に用いた抗体 
一次抗体 製造元 カタログ番号 ホスト動物
抗PDGF-B 抗体 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA sc127 rabbit
抗PDGFR-β 抗体 R&D Systems, Minneapolis, USA AF1042 goat
抗α-SMA 抗体 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA A2547 mouse
抗CD31抗体 BD Pharmingen, San Diego, USA 550274 rat
抗CD68 抗体 AbD Serotec, Oxford, UK MCA1957GA rat
抗HS phage display 抗体 (AO4B08) Gifted by Dr. Toin H. van Kuppevelt (20, 28) ― ―
抗Collagen VI 抗体 Abcam,  Cambridge, UK ab6588 rabbit
二次抗体 製造元 カタログ番号 ホスト動物
peroxidase-標識 二次抗体 Nichirei, Tokyo, Japan SAB-PO rabbit or goat
抗VSV-G 抗体 MBL, Nagoya, Japan 563 rabbit 
Alexa 568-標識抗rabbit IgG Invitrogen, Carlsbad, USA A-11036 goat
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表 3 プライマー塩基配列 
 
遺伝子名 プライマー配列
PDGF-B forward 5 ′ -GAAAGCTCATCTCGAGGGAGG-3 ′







PDGFR-β forward 5 ′ -TCAAGCTGCAGGTCAATGTC-3 ′
PDGFR-β reverse 5'-CCATTGGCAGGGTGACTC-3'
GAPDH forward 5 ′ -AGATCCACAACGGATACATT-3 ′
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表 4 ウエスタンブロット法に用いた抗体 
一次抗体 製造元 カタログ番号 ホスト動物
抗phospho-Akt (Ser473) 抗体 Cell Signaling Technology, Beverly, USA #4058 rabbit
抗Akt 抗体 Cell Signaling Technology, Beverly, USA #9272 rabbit
抗phospho-Erk1/2 抗体 Cell Signaling Technology, Beverly, USA #4376 rabbit
抗Erk1/2 抗体 Cell Signaling Technology, Beverly, USA #4695 rabbit
抗phospho-Smad2/3 抗体 Cell Signaling Technology, Beverly, USA #8828 rabbit
抗Smad2/3 抗体  BD Transduction Laboratories, Lexington, USA 610843 mouse
抗β-actin 抗体 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA A5441 mouse
二次抗体 製造元 カタログ番号 ホスト動物
抗Mouse Horseradish Peroxidase標識抗体 GE Healthcare, Little Chalfont , USA N931 sheep
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表 5 糖尿病性腎症誘導実験のプロトコール 
略語: STZ, Streptozotocin; Sulf1, Sulfatase1; Sulf2, Sulfatase2; TGF- Transforming growth 
factor- 。  
 
     
 
     
腎臓組織学的評価項目 
(a) メサンギウム基質の限局的な増加 (結節性病変)  
(b) メサンギウム細胞増殖 
(c) 糸球体肥大 (糸球体面積拡大) 
腎臓機能評価項目 
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表 6 糖尿病導入後のマウスの血糖値、収縮期血圧、腎臓重量、体重 
Vehicle STZ Vehicle STZ
血糖値 (mg/dl) 　投与後2週時点     170.0 ± 7.2 (n=13)     435.4 ± 34.1 (n=22)　*     161.5 ± 11.9 (n=12) 417.1 ± 32.5 (n=20) †
血糖値 (mg/dl) 投与後18週時点     181.2 ± 14.7 (n=13)     542.9 ± 32.8 (n=22)　*     139.0 ± 43.1 (n=12) 452.0 ± 31.2 (n=20) †
収縮期血圧  (mmHg)     116.9 ± 2.9 (n=7)     111.3 ± 3.1 (n=6)     116.4 ± 3.8 (n=8) 119.0 ± 3.0 (n=7)
体重 (g)       38.3 ± 1.7（n=12）       28.4 ± 1.5 (n=22)      27.1 ± 1.5 (n=10)  19.2 ± 1.1 (n=19) †, †† 
腎重量 (g)       0.70 ± 0.02（n=12）       0.80 ± 0.03(n=22)       0.48 ± 0.02(n=10)  0.50 ± 0.04(n=19) 
腎重量 /  体重比  (×10-3)       18.4 ± 0.7　（n=12）       30.3 ± 1.9 (n=22)　*      18.1 ± 1.3 (n=10)  26.5 ± 1.9 (n=19) †
WT DKO
収縮期血圧 (mmHg)、体重 (g)、腎重量 (g)、腎重量 / 体重比は糖尿病導入後 18 週時点での数
値である。数値は平均値±標準誤差。マウス個体数を n で表記。統計学的有意差の評価は ANOVA 
の post-hoc-Kramer HSD test を用いた。*: p<0.05 v.s. 非糖尿病発症 WT マウス; †: p<0.05 v.s. 非糖
尿病発症 DKO マウス; ††: p<0.05 v.s. 糖尿病発症 WT マウス。 略語：WT: Sulf1 +/+、Sulf2+/+ マウ
ス、DKO: Sulf1-/-、Sulf2-/- マウス、Vehicle: クエン酸ナトリウム緩衝液  (pH 4.5) 、STZ: 
Streptozotocin。 
 
 
